急性淋巴细胞白血病（ALL）是一组异质性很高的疾病，不同个体的生物学行为和治疗反应相差甚大，随着近几十年根据危险度分层以及治疗反应进行个体化治疗，ALL患者的预后得到一定改善，但长期生存率仍较低。随着流式细胞术的普及，一系列可用于靶向治疗的细胞表面标志被发现，其中研究最多的为CD20，其单克隆抗体利妥昔单抗已广泛应用于多种B淋巴细胞增殖性疾病患者的治疗并取得良好疗效；但在ALL患者中利妥昔单抗应用的经验相对较少。本研究旨在分析CD20阳性成人B-ALL患者的临床特点以及在前利妥昔单抗时代CD20阳性患者的预后。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：研究对象为2007年5月至2011年7月我科收治的168例初治成人B-ALL患者，所有患者均大于15岁，无其他合并肿瘤并排除HIV感染，进行骨髓细胞形态学、流式细胞术免疫分型、染色体核型分析、融合基因检测，符合WHO的形态学、免疫学、细胞遗传学、分子生物学（MICM）分型标准，并进行完整的预后评估。CD20抗原表达在白血病细胞中≥20%为阳性。168例患者中男88例，女80例，中位年龄34（15～76）岁；早期死亡4例，其他164例患者可评估初次诱导缓解治疗疗效；随访期间有14例患者失访（CD20阳性组6例，CD20阴性组8例），150例患者可进行缓解后疗效评估。

2．治疗方案：诱导缓解治疗采用VDCP（长春新碱/长春地辛、柔红霉素、环磷酰胺、泼尼松/地塞米松）方案±左旋门冬酰胺酶（L-Asp）/培门冬酶，于化疗的第15或28天行骨髓细胞形态学检查判定是否达到完全缓解（CR）。缓解后采用CAM（环磷酰胺、阿糖胞苷、6-巯基嘌呤）、大剂量甲氨蝶呤（MTX）、EA（依托泊苷、阿糖胞苷）、COAD（环磷酰胺、长春新碱、阿糖胞苷、地塞米松）等方案巩固/强化治疗，有条件者行异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）。维持阶段采用MTX+6-巯基嘌呤和VDex（长春新碱和地塞米松）方案反复序贯治疗，并穿插COAD、EA、VDLD（长春新碱、柔红霉素、L-Asp、地塞米松）等方案强化治疗。CR后及后续每个化疗周期均进行腰椎穿刺+三联（MTX、阿糖胞苷、地塞米松）鞘内注射进行庇护所治疗。Ph^+^或BCR-ABL融合基因阳性者加用伊马替尼，口服，用量为400 mg/d。

3．疗效判定：治疗后CR、部分缓解（PR）、复发依据文献[@b1]标准判定，总生存（OS）时间定义为从诊断之日至死亡或末次随访日；疾病无进展生存（PFS）时间定义为从治疗开始至第1次白血病进展或任何原因死亡或末次随访的时间。白血病进展定义为外周血或骨髓中白血病细胞绝对数增加25%或CR后外周血或骨髓中白血病细胞比例增加大于5%，或出现髓外白血病。

4．随访：以患者定期来院复诊或电话随访，末次随访时间为2014年7月31日。

5．统计学处理：应用SPSS17.0软件进行统计学分析，独立样本计数资料比较采用χ^2^检验，预后单因素分析采用Kaplan-Meier分析、Log-rank检验，多因素分析采用COX回归模型。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般资料和临床特征：168例患者中，CD20阳性组58例，其中男34例，女24例；CD20阴性组110例，其中男54例，女56例，男女比例分别为1.42∶1和0.96∶1，但两组患者性别分布差异无统计学意义（χ^2^=1.383，*P*=0.240）。CD20阳性组中位年龄37（15～69）岁，CD20阴性组中位年龄32（15～76）岁，差异无统计学意义（*P*=0.558）；在各年龄段分布差异亦无统计学意义（*P*\>0.05）。两组患者在髓外侵犯、肝脾大、淋巴结肿大和早期死亡上差异无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。CD20阳性和阴性组巩固治疗期间接受allo-HSCT的患者数分别为12和25例，差异无统计学意义（χ^2^=0.018，*P*=0.895）。

###### 168例成人急性B淋巴细胞白血病患者临床特征

  特征                         CD20阳性组（58例）   CD20阴性组（110例）   *P*值（χ^2^）
  --------------------------- -------------------- --------------------- ---------------
  性别［例（%）］                                                        
   男                              34（58.6）           54（49.1）            0.240
   女                              24（41.4）           56（50.9）       
  年龄［例（%）］                                                        
   15～29岁                        20（34.5）           45（40.9）            0.416
   30～59岁                        32（55.2）           56（50.9）            0.599
   \>60岁                          6（10.3）             9（8.2）             0.640
  髓外侵犯［例（%）］               5（8.6）             7（6.4）           0.822^a^
  肝/脾肿大［例（%）］             21（36.2）           36（32.7）            0.651
  淋巴结肿大［例（%）］            32（55.2）           50（45.4）            0.231
  早期死亡［例（%）］               2（3.4）             2（1.8）           0.889^a^
  WBC                                                                    
   中位数（×10^9^/L）                 19.2                 6.93             0.007^b^
   ≥30×10^9^/L［例（%）］          22（37.9）           23（20.9）            0.018
   \<30×10^9^/L［例（%）］         36（62.1）           87（79.1）       
  HGB［例（%）］                                                         
   \< 90 g/L                       31（53.4）           67（60.9）            0.351
   ≥90 g/L                         27（46.6）           43（39.1）       
  PLT［例（%）］                                                         
   \<100×10^9^/L                   44（75.9）           78（70.9）            0.494
   ≥100×10^9^/L                    14（24.1）           32（29.1）       
  外周血幼稚细胞［例（%）］                                              
   有                              52（89.7）           102（24.1）         0.695^a^
   无                              6（10.3）             8（7.3）        
  骨髓白血病细胞                                                         
   中位数                            0.905                 0.810            0.052^c^
   范围                           0.240～0.980         0.240～0.980      
  其他细胞表面标志（%）                                                  
   CD19阳性                           86.2                 89.1               0.583
   CD13/CD33阳性                      27.6                 35.5               0.301
  染色体核型［例（%）］                                                  
   Ph阳性                          16（27.6）           27（24.5）            0.668
   t（4;11）                        1（1.7）             3（2.7）           1.000^a^
   正常核型                        33（56.9）           61（55.5）            0.858
   其他                            8（13.8）            19（17.3）            0.559
  危险度分层［例（%）］                                                  
   标危组                          14（24.1）           30（27.3）            0.660
   高危组                          44（75.9）           80（72.7）       

注：^a^校正的χ^2^检验；^b^ Wilcoxon秩和检验；^c^两独立样本*t*检验

2．实验室检查结果：CD20阳性组和阴性组患者初诊时中位WBC分别为19.20×10^9^/L和6.93×10^9^/L，差异有统计学意义（*P*=0.007）；高WBC（≥30× 10^9^/L）患者的比例CD20阳性组为37.9%，CD20阴性组为20.9%，差异有统计学意义（χ^2^=5.611，*P*= 0.018）；两组发病时轻度以上贫血（HGB\<90 g/L）以及血小板减少（PLT\<100×10^9^/L）的比例差异无统计学意义（*P*\>0.05）。两组外周血幼稚细胞检出率、中位骨髓原幼淋巴细胞比例差异无统计学意义（*P*\> 0.05）。CD20阳性患者CD19表达率为86.2%，髓系抗原CD13/CD33表达率为27.6%，和CD20阴性组（分别为89.1%和35.5%）比较，差异无统计学意义（*P*\>0.05）。Ph染色体阳性比例在两组中分别为27.6%和24.5%，差异无统计学意义（χ^2^=0.184，*P*= 0.668），两组中正常核型和t（4;11）的比例差异亦无统计学意义（*P*\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

3．诱导缓解治疗4周CR率：CD20阳性组早期死亡2例，可评价诱导缓解治疗疗效的56例患者中达CR者44例（78.6%），CD20阴性组可评价的108例患者中达CR者83例（76.9%），差异无统计学意义（χ^2^=0.062，*P*=0.803）。

4．危险度分层：依据中国成人ALL诊断与治疗专家共识[@b2]，根据发病时年龄、外周血白细胞计数、t（9;22）、t（4;11）、诱导缓解治疗4周是否达CR等指标进行危险度分层，CD20阳性和CD20阴性组高危患者分别为44例（75.9%）和80例（72.7%），差异无统计学意义（χ^2^=0.193，*P*=0.660）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

5．单因素分析：对相关因素进行影响患者OS率的单因素分析，结果显示年龄≥35岁、初诊时WBC≥30× 10^9^/L、CD20阳性（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）、Ph染色体阳性为影响患者OS率的不良因素，后续治疗行allo-HSCT为影响患者OS率的积极因素；性别、髓系抗原表达、4周治疗是否达CR对患者OS率的影响无统计学意义（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

![CD20阳性和CD20阴性组成人急性B淋巴细胞白血病患者总生存的比较](cjh-36-01-004-g001){#figure1}

###### 影响168例成人急性B淋巴细胞白血病患者总生存（OS）率的单因素分析

  因素              例数   3年OS率（%）   χ^2^值   *P*值
  ---------------- ------ -------------- -------- -------
  年龄                                    4.085    0.043
   ≥35岁             86        43.4               
   \<35岁            82        62.8               
  性别                                    0.216    0.642
   男                88        50.1               
   女                80        57.4               
  WBC                                     5.584    0.018
   ≥30×10^9^/L       45        30.9               
   \<30×10^9^/L     123        60.7               
  CD20表达                                11.492   0.001
   阳性              58        41.9               
   阴性             110        59.6               
  髓系抗原表达                            0.013    0.908
   伴                55        60.0               
   不伴             113        51.1               
  Ph染色体                                5.898    0.015
   阳性              43        34.1               
   阴性             125        60.2               
  4周完全缓解                             0.000    0.996
   是               127        54.4               
   否                41        51.2               
  造血干细胞移植                          6.364    0.012
   是                37        67.6               
   否               131        50.4               

对反映患者初诊时状态的相关因素进行影响患者PFS的单因素分析，结果显示WBC≥30×10^9^/L、CD20阳性（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）、Ph染色体阳性是影响患者PFS的不良因素，而高龄、性别、髓系抗原表达对患者PFS的影响无统计学意义（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

![CD20阳性和CD20阴性组成人急性B淋巴细胞白血病患者疾病无进展生存的比较](cjh-36-01-004-g002){#figure2}

###### 影响168例成人急性B淋巴细胞白血病患者无进展生存（PFS）的单因素分析

  因素             例数   中位PFS时间（95% *CI*）（月）   χ^2^值   *P*值
  --------------- ------ ------------------------------- -------- -------
  年龄                                                    1.702    0.192
   ≥35岁            86         24.3（13.0～35.6）                 
   \<35岁           82         34.3（26.9～41.7）                 
  性别                                                    0.296    0.586
   男               88         27.9（16.0～39.8）                 
   女               80         31.3（24.9～37.8）                 
  WBC                                                     9.175    0.002
   ≥30×10^9^/L      45          13.8（5.6～21.9）                 
   \<30×10^9^/L    123         35.2（30.1～40.3）                 
  CD20表达                                                12.864   0.000
   阳性             58          17.1（3.7～30.5）                 
   阴性            110         32.2（23.2～41.3）                 
  髓系抗原表达                                            0.378    0.538
   伴               55         28.5（17.0～40.0）                 
   不伴            113         30.1（23.4～36.8）                 
  Ph染色体                                                14.281   0.000
   阳性             43           8.0（6.5～9.5）                  
   阴性            125         35.2（30.1～40.3）                 

在不同性别组和不同年龄组中分析CD20阳性对OS和PFS的影响，发现无论是男性或女性、高龄或低龄（\<35岁）、初诊WBC≥30×10^9^/L或\<30×10^9^/L组患者，CD20阳性均是影响患者OS的PFS率的不良因素（*P*\<0.05）。分析allo-HSCT对CD20阳性和阴性组患者OS的影响，发现在CD20阳性组中，接受allo-HSCT的患者和未接受allo-HSCT患者的中位OS时间分别为34.7（95% *CI* 25.6～43.8）和32.1（95% *CI* 24.6～39.6）个月，差异无统计学意义（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）；而在CD20阴性组中，接受allo-HSCT患者和未接受allo-HSCT患者的中位OS时间分别为58.1（95% *CI* 47.7～68.5）和37.0（95% *CI* 32.6～41.4）个月，差异有统计学意义（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。

![CD20阳性组行异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）与未行allo-HSCT患者总生存的比较](cjh-36-01-004-g003){#figure3}

![CD20阴性组行异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）与未行allo-HSCT患者总生存的比较](cjh-36-01-004-g004){#figure4}

CD20阳性组患者3年累积复发率（CIR）为59.3%，高于CD20阴性组的42.5%，差异有统计学意义（χ^2^=9.24，*P*=0.002）。

6．多因素分析：将单因素分析中对OS有意义的5个因素纳入COX回归模型分析，结果显示CD20阳性（*HR*=1.764，95% *CI* 1.195～2.603，*P*=0.004）、Ph染色体阳性（*HR*=1.764，95% *CI* 1.148\~2.711，*P*=0.010）是影响患者OS率的独立危险因素，而后续治疗行allo-HSCT（*HR*=0.503，95% *CI* 0.319\~0.793，*P*=0.003）是独立保护因素。

将单因素分析中对PFS有意义的3个因素纳入COX回归模型，结果显示CD20阳性（*HR*=1.857，95% *CI* 1.274～2.708，*P*=0.001）、Ph染色体阳性（*HR*=1.834，95% *CI* 1.214～2.770，*P*=0.004）是影响患者PFS的独立危险因素。

讨论 {#s3}
====

CD20分子是B淋巴细胞表面特有的抗原，除外干/祖B细胞和浆细胞，几乎表达于正常B细胞和恶性B细胞的各个分化阶段。CD20是相对分子质量（33～37）×10^3^的跨膜糖蛋白，具有钙离子通道的功能，能够通过调节细胞内钙离子的转运影响凋亡蛋白SERCA3和Bax/Bak的活性[@b3]，也可以通过活化NF-κB和ERK1/2通路导致Bcl-2和Bcl-2相关基因过表达，从而引起耐药的发生[@b4]。

基于CD20分子在细胞存活和增殖通路中的作用，CD20阳性B-ALL理应具有更加侵袭的临床进程以及更高的耐药及复发率，但早期在CD20阳性儿童B-ALL的研究中并没有发现这一规律，Jeha等[@b5]发现在儿童B-ALL中CD20的表达与高白细胞计数、不良的细胞学和分子学异常无明显的相关性，CD20阳性组患者的5年无事件生存（EFS）率甚至高于CD20阴性组患者；聂述山等[@b6]也报道CD20阳性和CD20阴性的B-ALL患儿的临床特征以及远期疗效差异均无统计学意义，而CD20阳性组患儿的CR率还要高于CD20阴性组。

CD20在成人B-ALL患者中的预后意义也无一致的结论。Thomas等[@b7]分析了253例成人B-ALL患者，根据是否表达CD20进行分组，结果发现除伴CD13或CD33表达的患者多于CD20阴性组（*P*= 0.030）以外，CD20阳性组患者的性别和年龄分布、初诊时WBC、贫血或血小板减少的比例、合并Ph染色体、肝脾或淋巴结肿大比例等临床特征的差异均无统计学意义，两组患者的CR率差异也无统计学意义；但CD20阳性组患者的3年持续CR率和3年OS率均显著低于CD20阴性组，差异有统计学意义，对影响EFS的因素进行COX回归分析显示CD20阳性是独立的危险因素（*HR*=1.42，95% *CI*1.04～1.93，*P*=0.03）。而之后的研究显示119例成人B-ALL患者中，CD20阳性和阴性组仅发病时低PLT患者比例差异有统计学意义，其余临床特征以及OS、EFS、CIR的差异均无统计学意义[@b8]。

我们报道的168例患者，CD20阳性与阴性组的临床特征除初诊时WBC以及高WBC患者的比例差异有统计学意义外，其余如年龄分布、髓外浸润、Ph染色体、髓系抗原表达、早期死亡、高危患者比例等差异均无统计学意义，与国外文献结果类似。CD20阳性和阴性组患者CR率分别为78.6%和76.9%，差异无统计学意义，但较文献[@b7]中报道的84%和89%偏低，可能与地域、人种、化疗方案以及化疗强度的差异有关。我们发现CD20阳性是影响患者OS以及PFS的独立危险因素，而且两组CIR的差异也有统计学意义，与Thomas等的结果一致。有学者提出CD20的预后意义在不同的临床研究中的差异可能归因于临床设计中治疗方案强度的差异，认为高强度的化疗能够抵消CD20对预后的不良影响，但文献[@b7]中的患者分别接受VAD/CVAD以及更强烈的Hyper-CVAD方案治疗，结果显示Hyper-CVAD方案只能改善CD20阴性组患者的生存，而对CD20阳性患者的生存无明显改善；我们同样将allo-HSCT对OS的影响进行分层分析，发现allo-HSCT只能改善CD20阴性患者的OS率，均不支持治疗强度能够抵消CD20对预后的影响。

Maury等[@b9]将患者根据初诊时WBC分组，发现CD20阳性在WBC≥30×10^9^/L组中是影响预后的不良因素。我们同样根据性别、年龄、初诊时WBC进行分组，结果发现在不同的性别、不同的年龄和不同的WBC分组中，CD20阳性均为影响患者OS和PFS的不良因素。

CD20单克隆抗体利妥昔单抗已用于多种B细胞性血液系统肿瘤，与传统药物联合组成免疫化学治疗方案显著提高了弥漫大B细胞淋巴瘤、慢性淋巴细胞白血病、滤泡淋巴瘤等的疗效；利妥昔单抗治疗ALL的临床研究起步较晚，但已在复发的儿童ALL以及ALL患者HSCT前的预处理中应用并取得良好疗效。Thomas等[@b10]的临床研究纳入了282例B-ALL患者，分别用Hyper-CVAD（109例）和利妥昔单抗（R）联合Hyper-CVAD（73例）方案治疗，发现联用利妥昔单抗后能够改善CD20阳性年轻患者的预后，利妥昔单抗联合Hyper-CVAD组患者的3年持续CR率和OS率分别为70%和75%，明显高于Hyper-CVAD组的38%和47%（*P*\<0.05）。Hoelzer等[@b11]将185例CD20阳性B-ALL患者分为高危组（52例）和标危组（133例），标危组患者采用Hyper-CVAD±R治疗，结果显示应用利妥昔单抗和未应用利妥昔单抗患者的3年持续CR率分别为64%和48%（*P*=0.009），3年OS率分别为75%和54%；高危组患者采用Hyper-CVAD±R治疗后行allo-HSCT，结果发现联合利妥昔单抗化疗的患者3年OS率为75%，显著高于未用利妥昔单抗组的40%。可见利妥昔单抗无论是联合化疗还是allo-HSCT都能够显著提高CD20阳性B-ALL患者的生存率，而前文提到allo-HSCT不能改善CD20阳性B-ALL患者的预后，加大化疗强度亦不能提高生存率且还有可能加重治疗相关不良反应。所以对于CD20阳性B-ALL患者的诱导缓解、巩固强化和allo-HSCT前的预处理，我们都建议联用利妥昔单抗并期待ALL靶向治疗时代的到来。
